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【要旨】　テロメラーゼはテロメアと呼ばれる染色体末端を延長することによって，細胞を不死化細胞に導く
ことができる．人間の体細胞の多くはテロメラーゼ活性が抑制されている．しかし，多くの人間の癌におい
てはテロメラーゼ活性の上昇を認める．つまり腫瘍細胞の増殖にとって，テロメラーゼは大きな役割を担う
因子である．
　今回我々はこのテロメラーゼの触媒ユニットであるhuman　telomerase　reverse　transcriptase（以下hTERT
と略す）の変異型，dominant　negative　h　7：ER　T（以下DN－h　TER　Tと略す）を大腸癌細胞に導入することに
より，アポトーシスの誘導に関しては有意ではなかったがテロメラーゼ活性は抑制され，テロメア長は短縮
し，その結果細胞増殖が停止されるのを確認した．これらのことより，テロメラーゼ阻害によって引き起こ
されるアポトーシス経路は明らかでないが，hTERTの研究は今後の抗腫瘍治療の発展に重要な役割を担う
と考えられた．
はじめに
　腫瘍形成には癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の
不活性化など，様々な遺伝子変異が蓄積することが必
要であることが知られている1・2・3）．その遺伝子変異は
多様であり，今日まで多数の癌遺伝子，癌抑制遺伝子
が発見されてきたが，これらの癌遺伝子，癌抑制遺伝
子はいくつかのカテゴリーに分類されることがわ
かっている．
　細胞内シグナル伝達関連遺伝子，細胞周期関連遺伝
子，チェックポイント関連遺伝子，DNA修復関連遺伝
子，アポトーシス関連遺伝子，血管新生関連遺伝子，細
胞接着関連遺伝子等でこれらは一部お互いにクロス
トークしている．
　正常細胞の分裂回数は有限であり4），最大の分裂回
数を越えると細胞は増殖を停止する．この第1の分裂
停止期が，いわゆるsenescence（老化）と呼ばれる状
態である（sensence：Ml：mortality　stage　l）．この状態
の細胞に，上記の癌遺伝子を導入するとsenescenceを
乗り越えて再び分裂を開始し5），延命細胞と呼ばれる．
しかし，このような細胞も数十回の分裂を繰り返した
後やがて再び増殖を停止する．この第2の分裂停止期
がいわゆるcrisis（細胞死）と呼ばれるものである
（crisis：M2：motality　stage　2）6）．　Crisisを迎えた細胞の
中から，ごく低頻度にさらに増殖を続ける細胞集団が
出現してくることがある．このような細胞はsenes－
cenceとcrisisという2つのステップを乗り越え，無限
増殖能を獲得したわけで，不死化細胞と呼ばれる．
　その分裂回数という寿命を規定しているのが，直線
上染色体末端のテロメアに存在する6塩基反復配列
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（TTAGGG）の長さである7）．この長さはその細胞の
経てきた分裂回数に応じて短縮い9・10），ある一定の長
さに短縮すると細胞は分裂を停止する．癌細胞が無限
寿命を得るためにはこの機構を回避するシステムが
必要となり，不死化した培養細胞ではこの反復配列を
延長する酵素テロメラ一分が存在している11・！2・13）．実
際の臨床例でも，様々な種類の癌でテロメラ一病が高
い頻度で活性化されていることがわかっている．
　腫瘍形成にはシグナル伝達系の活性化，細胞周期の
進行，チェックポイント機構，DNA修復機構，アポ
トーシス機構の破綻，そしてテロメア修復機構の存在
が最低限必要であると考えられる．最近，実験系にお
いてP53の抑制，　RASの活性化，　hTERTの活性化に
よって正常細胞を腫瘍細胞に転換させることが可能
であるとの報告が得られた14）．P53は細胞周期におけ
るチェックポイント機構，DNA修復機構，アポトーシ
ス機構の上流で働く転写因子であり，RASは細胞内
シグナル伝達系のなかのRAS／RAF／MAPKカス
ケードの一因子であり，hTERTは酵素活性を担うテ
ロメラーゼを構成するタンパク質分子でウィルス由
来の逆転写酵素に共通にみられるモチーフを持ち，こ
れを介してテロメアDNAを合成している．大腸癌細
胞にはテロメラーゼが発現しており，このテロメラ二
六を阻害することにより，癌細胞を有限分裂寿命化し
死滅させることができるものと我々は考えた．
　テロメラーゼ活性化のためにはTERTの発現が必
須であることに着眼した．そして，DN－h　7：ER・Tを癌細
胞に遺伝子導入することにより，癌細胞のhTERTの
発現を抑制し，テロメア長，テロメラーゼ活性，
hTERT発現量，細胞増殖能，アポトーシスについて検
討した．
研究材料および方法
hTERT
T12　3　4567・
　1．WT－hTERT，　DN－hTERT発現細胞作成
　大腸癌細胞株としてCEA産生ヒト大腸癌細胞株
CW2（理研細胞バンク）を用い実験を行った．　DN－
hTER　TはWild　Tyρe－h　TER　T（以下PVT－h　TER　Tと
略す）のモチーフ3のコドン710と711に位置するア
スパラギン酸とバリンを，アラニンとイソロイシンに
置き換えて作成した（Fig．1）．作成した∠）N－h・TER・T
を，puromycinを薬剤耐性マーカーに持つレトロウイ
ルスベクターであるpBABE－puroに組み込み
pBABE－puro一∠）？V－h・TER・Tを作成した．薬剤耐性マー
カーのみを持つコントロールベクターであるpBABE一
Fig．　1
　　　　　　　コト　　　　　　　　　　　　　
　　　　　DN．、TE。T　X7
Retroviral　constructs　used　to　express　WT－h　hTERT　and
DN－hTERT．
Motif　3　has　also　been　called　motif　A．　The　T　region
conserved　among　the　TERTs　but　not　among　other
reverse　transcriptases．　DN－hTERT　was　created　by　sub－
stituting　the　aspartic　acid　and　alanine　residues　at　posi－
tion　710　and　711with　valine　and　isolecine　resdues．
puro及びpBABE－puro－DN－h　TER　T，　pBABE－puro－
niT－h　TER　Tを，　CW2細胞株にリポフェクションにて
遺伝子導入した（Fig．2A）．遺伝子導入48時間後に2
μg／ml濃度のpuromycinにて遺伝子導入細胞の選別
を行い，limiting　dilution法にてクローンの選別を行っ
た．また，細胞数倍加時間population　doubling（PD）
の計測は100mmのディシュ（lwaki社）が飽和密度
になった時点より開始した．
　2．免疫プロット法
　遺伝子導入した細胞が，hTERTを発現しているか
を免疫プロット法を用い確認した．核蛋白を抽出し
hTERT抗体（Santa　Cruz　biotechnology社）を用いて
免疫プロット法にて確認した．
　3．テロメラーぜ活性検出法
　Modified　telomeric　repeat　amplification　protocol
（Modified　TRAP）法を用いて，細胞株のテロメラーゼ
活性を測定した．1×105個の細胞から1×CHAPS溶
解液（10mM　Tris－HCI（pH＝7．5），　l　mM　MgC12，　l　mM
EGTA，　O．1　mM　Benzamidine，　5　mM　6一メルカプトエタ
ノール，05％CHAPS，10％グリセロール）で蛋白を抽
出．TRAPENEテ累月ラーゼ活性検出キット（Oncor
社）を使用し，30℃で10分間のテロメラーゼ伸長反
応を行いTSプライマー（5〆一AATCCGTCGAGCAG
AGT －3！）の3’末端に，テロメア繰り返し配列
（GGTTAG）を付加した．その後，ポリメラーゼ連鎖
反応法（PCR）により伸長したテロメア配列の増幅を
行った（94．C　30秒，53．C　30秒，72．C　60秒／30サイク
ル）．TSプライマーはCy5にてラベルしたプライマー
を使用し，PCR産物を蛍光DNAシークエンサー
（Pharmacia　LKB　Biotechnology社）を用いて12％ポ
リアクリルアミドゲルにて電気泳動し，その結果を多
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Fig．2　Experimental　design　and　reference　time　frame．
　　　A．　The　resulting　mutant　was　completely　sequenced　and　subcloned　into　the　vector　pBABE－puro．　CW－2　cells　were　transfected
　　　with　the　expression　vector，　pBABE－puro，　pBABE－puro－WT－hTERT　or　pBABE－puro－DN－hTERT　by　the　lipofection　method．
　　　Beginning　48　hours　after　lipofection，　cells　were　selected　with　2　ptg／ml　of　puromycin　and　cloned　by　the　limiting　dilution
　　　method．　Population　doubling　（PD）　O　was　defined　as　the　time　at　which　cultures　reached　confluence　in　10－cm　culture　dishes．
　　　B．　The　process　of　obtaining　clonal　isolates　required　approximately　20　population　doublings　before　the　designation　of　PD　O．
型解析ソフトのFragment　Manager　program（Phar－
macia　LKB　Biotechnology社）を用い，テロメラーゼ
により生じた50bpから始まり6bpずつ増加するラ
ダーと，36bpに存在する内部標準との強度比を用い
て活性を数値化し相対評価した．
　4．テロメア長測定法
　細胞1～2×106／mlを2mlのlysis　buffer（5　M塩化
ナトリウム150mM，0．5MEDTA　50mM，2MTris
（pH＝8．0），20　mM）に溶解し，　Proteinase　K（タカラ酒
造）200μgと10％SDS　O．2　mlを加え，室温にて24時
問放置，フェノール，クロロホルム，イソアミルアル
コール（25：24：1）混合溶液による抽出を2回行っ
た．Lysateに2M酢酸ナトリウム（pH＝5．5）0．2　mlと
イソプロパノール2mlを加えDNAを抽出した．抽出
したDNAを制限酵素Hinfl，　Rsalを用いて消化後，
0．7％アガロースゲルにて電気泳動を行った．泳動後，
0．25M水酸化ナトリウム，0．5　M塩化ナトリウムでゲ
ルを変性し，0．3M塩化ナトリウム，0．25　M　Tris－HCl
で中和した後，ナイロンフィルターにトランスファー
した．Telo　TAGGG　telomere　length　assay　kit（Roche
Molecular　Biochemicals社）を用いてハイブリダイ
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ゼーションを行い，平均テロメア長の測定にはデンシ
トメーター（Imagemaster，　Pharmacia社）を用いて
各々のレーンの中心線上の透過度を取り込み，その最
大透過度の部分を平均テロメア長とした．
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　5．細胞増殖能
　20％ウシ胎仔血清＋DMEM（GIBCO　BRL社）の培
地を使用し60mmディシュ（lwaki社）に104個の
pBABE－puro，　pBABE－puro－WT－hTER　T，　pBABE－
puro－DN－h　TER　Tを遺伝子導入したCW2細胞株を播
き，10日目，20日目，30日目，40日目，50日目，60
日目に細胞数を計測した．
　6．アポトーシス解析法
　APO2．7モノクローナル抗体は38　kDaのミトコン
ドリア膜蛋白（7A6抗原）に対する抗体でアポトーシ
ス細胞と反応する．
　アポトーシス解析はFITC標識したAPO2．7モノ
クローナル抗体（Oncor社）15・16・17）を使用しフローサ
イトメーター（EPICS　XL，　Coulter社）を用いてアポ
トーシス細胞の比率を解析した．
　pBABE－puro，　pBABE－puro－va”T－h　TER　T，　pBABE
puro－DN－h　TER　Tを遺伝子導入したCW2細胞株につ
いて，各々2つのクローンに対し解析をおこない，統計
学的検討はx2検定にて行った．
結 果
　1．遺伝子導入細胞における免疫プロットを用いた
　　　hT：ERT過剰発現の解析
　WT－hTERT，　DN－hTERT過剰発現の長期細胞培養
での影響を解析するため，大腸癌細胞株，CW2にレト
ロウイルスベクター，pBABE－puro，　pBABE－puro一曜7＝
hTER　T，　pBABE－puro－DN－h　TER　Tをリポフェクタミ
ンを用いて遺伝子導入を行った．外来性hTERTを発
現していることを核蛋白抽出物を用いた免疫プロッ
トにより解析したところ，MT－h　7：ER　7；DN－h　7：ER・T
遺伝子導入細胞ではPD　lO，　PD25においてhTERTの
過剰発現が確認され，レトロウイルスベクターによる
遺伝子導入効果が安定していることが確認された
（Fig．　3）．
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Fig．3　Expression　of　virally　expressed　WT－hTERT　and　DN－
　　　hTERT　（ectopic　hTERT）．
　　　Expression　of　virally　expressed　WT－hTERT　and　DN－
　　　hTERT　（ectopic　hTERT）　analyzed　by　immunoblotting
　　　was　performed　as　described　previousiy．　Anti－hTERT
　　　（L－20）　antibody　was　obtained　from　Santa　Cruz　Biotech－
　　　nology，　lnc．　（Santa　Cruz，　CA，　USA）．
　　　WT－hTERT　and　DN－hTERT　were　expressed　reliably．
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Effects　of　WT－hTERT　and　DN－hTERT　on　telomerase
activity．
Telomerase　activity　was　examined　by　a　telomere　repeat
amplification　protocol　（TRAP）　assay　using　a　TRAPENE
telomerase　detection　kit　（Oncor，　Gaithersburg，　MD，
USA）．　The　PCR　products　were　subjected　to　1290
acrylamide　denaturing　electrophoresis　in　an　automated
laser　fiuorescence　DNA　sequencer　II　（Pharmacia　LKB
Biotechnology，　AB，　Uppsala，　Sweden）　and　analyzed　by
the　Fragment　Manager　program　（Pharmacia　LKB　Biote－
chnology）．　Activity　in　the　extract－based　PCR　TRAP
assay　was　detected　as　a　periodic　6－bp　peak　oftelomerase
products　and　in　each　sample　relative　telomerase　activity
was　calculated　semiquantitatively　in　comparison　to　a
36－bp　internal　standard．
Expression　of　DN－hTERT　decreased　in　comparison
with　the　vector．　ln　contrast，　expression　of　WT－hTERT
increased　in　comparssion　with　the　vector．　Thus　several
point　mutations　in　hTERT　results　in　the　disruption　of
telomerase　activity．
2．遺伝子導入細胞におけるテロメラーゼ活性の解
　　析
PVT－h　TER　T遺伝子導入細胞ではテロメラーゼ活性
の上昇が（コントロール比18．5倍），DN－h　7：ER　T遺伝
子導入細胞ではテロメラーゼ活性の著しい低下（コ
ントロール比。，85倍）を確認した（Fig．4）．以上のこ
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とよりレトロウイルスベクターによる遺伝子導入に
より，DN－h・TER・T遺伝子導入細胞ではテロメラーゼ
活性の抑制が持続的かつ安定していると考えられる．
伝子導入することによりテロメラーゼ活性は低下し，
細胞分裂を繰り返す度にテロメア長が短縮してゆく
と考えられる．
　3．遺伝子導入細胞におけるサザンプロット法によ
　　　るテロメア長の解析
　レトロウイルスベクターによるWT－h　TER　T，　DN－
h7：ERT遺伝子導入がテロメア長に影響をおよぼして
いるかを解析するためにTelo　TAGGG　telomere
length　assay　kit（Roche　Molecular　Biochemicals社）を
用いてサザンプロット法によりテロメア長の計測を
行った（Fig．5）．ベクターのみを遺伝子導入したcw2
細胞株ではテロメア長は4．8kbであった．　a／T－
kTER・Tを遺伝子導入した細胞株ではテロメア長は
PDlO及びPD25にて5．3　kbとテロメア長の延長が見
られた．これに対し，DN－h　TER　Tを遺伝子導入した
CW2細胞株では細胞分裂を繰り返すに従いPDlOで
は4．6kb，　PD25では2，8　kbとテロメア長が短縮する
ことが確認できた．CW2細胞株ではDN－h　TER　Tを遺
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Fig．5　Effects　of　WT－hTERT　and　DN－hTERT　on　telomere
　　　length．
　　　To　measure　TRF，　genomic　DNA　was　digested　with　the
　　　restriction　enzymes　Hinfl　and　Rsal，　fractionated　on　O．7％
　　　agarose　gels　and　transferred　onto　nylon　membranes．
　　　Hybridization　was　performed　by　using　the　Telo
　　　TAGGG　telomere　length　assay　kit　（Roche　Molecular
　　　Biochemicals，　Mannheim，　Germany）．
　　　We　assessed　peak　telomere　length　in　the　cw2　cell　clones
　　　expressing　either　WT一　or　DN－hTERT．　The　telomere
　　　length　in　the　cw2　are　ordinarily　maintained　4．8　kb　in
　　　length．　As　cw2　cell　clones　expressing　DN－hTERT　were
　　　passaged，　gradual　telomere　shortening　occurred．　ln
　　　contrast，　cells　expressing　the　control　vectors　demonstrat－
　　　ed　stable　telomere　length，　and　cells　expressing　WT－
　　　hTERT　had　a　telomere　length　of　5．8　kb．
　4．遺伝子導入細胞における細胞増殖能の解析
　テロメア動態の変化が細胞増殖に対しおよぼす影
響を解析するために，WT－h　TER　T，　DN－h・TER・T遺伝
子導入CW2細胞株を一定期間長期培養し，細胞数よ
り細胞増殖曲線を作成した（Fig．6）．　PVT－h　TER　T遺
伝子導入細胞ではコントロールと細胞動態に変化は
みられなかった．これに対し，DN－h　7：ER・T遺伝子導入
細胞ではPD20よりコントロールと比較して細胞増
殖能の低下が見られ，PD25にて細胞分裂を停止した．
以上のことよりテロメラーゼ活性の低下によるテロ
メア長の短縮によりテロメア維持機構が障害され，細
胞分裂が停止したものと考えられる．
　5．フローサイトメーターを用いたアポトーシス誘
　　導の解析
　WT－h　TER　T，　DN一一h　TER・T遺伝子導入CW2細胞株
のPD25におけるアポトーシス誘導細胞の頻度を，
APO2．7モノクローナル抗体を用いフローサイトメー
ター解析にて検討した．DN－h　7：ER　Tを遺伝子導入し
たCW2細胞株のAPO2．7陽性細胞の比率は2L2％，
22．4％であるのに対し，コントロール及びPVT－
hTER・T導入細胞株では14．1％から16．5％であり，有
意な差異は認められなかった（Fig．7）．　cw2細胞株で
はテロメア維持機構の障害による細胞分裂の停止が
直接アポトーシス誘導につながらないと考えられる．
考 察
　染色体末端部分にはテロメアとよばれ染色体同士
が融合することを防ぎ，染色体が安定に存在するため
に必須な領域がある．脊椎動物ではテロメアDNAは
TTAGGGの6塩基からなるテロメア繰り返し配列
が，直列に繰り返された配列から構成される18）．細胞
が分裂する際にはS期において染色体が複製される
必要がある．脊椎動物ではテ心掛アDNAの真の末端
を完全には合成することができない．この結果，テロ
メアDNAは細胞分裂の度に末端の一部が複製され
ず，次第に短小化する．この短小化がある程度進行す
ると，その細胞はそれ以上分裂や増殖ができなくな
る．この短小化したテロメアDNAを伸長させる機能
を持つ酵素がテロメラーゼである．テロメラーゼは
（5）
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Fig．　6Effects　of　WT－hTERT　and　DN－hTERT　on　cell　proliferation．
Equal　numbers　of　viable　cw2　cells　transfected　with　either　pBABE－puro，　pBABE－puro－hTERT　or　pBABE－puro－DN－hTERT
were　plated　in　O．35a／o　noble　agar　in　20％　fetal　calf　serum－containing　DMEM　medium　at　a　density　of　104　cells　per　6　cm2　plate．
The　growth　kinetics　of　cell　expressing　WT－hTERT　did　not　differ　substantially　from　those　of　cells　carrying　a　control　retrovirus
vector．
Cw2　cells　containing　suflficient　levels　of　DN－hTERT　to　inhibit　telomerase　activity　showed　slow　growth　and　eventually　stopped
proliferation．
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Efirects　of　WT－hTERT　and　DN－hTERT　on　apoptosis．
The　incidence　of　apoptosis　was　determined　by　flow　cytometric　analysis　with　the　FITC－conjugated　APO2．7　monoclonal
antibody　which　was　raised　against　the　38　kDa　mitochondrial　membrane　protein　（7A6　antigen）　and　is　expressed　by　cells
undergoing　apoptosis．
After　a　time　of　PD25，　21．290　＆　22．40／o　of　cw2　cells　transfected　by　DN－hERT　were　observed　to　undergo　apoptosis．　Also，　cw2
cells　transfected　by　WT－hTERT　and　control　vector　underwent　14．1－16．5％　rates　of　apoptosis　throughout　the　experimental
period．
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1985年にGreiderら19）によって，原生動物である繊毛
虫類テトラヒメナにおいて初めて同定され，1994年置
Kimら20）により簡便なテロメラーゼ活性検出法であ
るTRAP法が登場し癌とテロメラーゼとの高い相関
が報告されるようになった．1997年には中山ら21）によ
りその構成要素が同定されるなど，近年の分子生物学
的手法の発展によりその研究は大きく進展した．ま
た，テ馬副ラーゼはribonucleoproteinであり，触媒サ
ブユニットをはじめとする蛋白サブユニット（群）と
RNAサブユニットから構成されている．触媒サブユ
ニット（TERT）22・23・24・25）は逆転写酵素の性質を有し，
RNAサブユニット26）内のテロメア配列に相補的な部
分を鋳型として，テロメアDNAの伸長反応を行う．
そして，TERTmRNAの発現量とテ心墨ラーゼ活性と
の問の相関がいくつかのグループから報告され
た22・23・24，25・27・28）．テロメラーゼ活性を発現しない組織，
細胞においてはTERTmRN　Aの発現は認められず，
テロメラーゼ活性を発現する癌細胞などではTERT－
mRNAの発現が検出される．正常ヒト体細胞の不死
化に伴いテロメラーゼ活性の発現が起こるとき，
TERTmRNAの出現が酵素活性の上昇と挙動をとも
にする．また，ある種の癌細胞の分化誘導時において
は，TERTmRNAの低下とともにテロメラーゼ活性の
低下が観察される．このように，細胞の不死化あるい
は分化の過程はそれぞれ，TERTmRNAの発現充進あ
るいは発現抑制を介して，テロメラーゼ活性を調節し
ている．本研究では，腫瘍形成にはシグナル伝達系の
活性化，細胞周期の進行，チェックポイント機構，
DNA修復機構，アポトーシス機構の破綻，そしてテロ
メア修復機構の存在が，最低限必要であると考えられ
ることをふまえ，テロメア修復機構をTERTを抑制す
ることにより阻害し，癌細胞を有限分裂寿命化し，死
滅させることができるかを検証するために遺伝子導
入実験を計画した．
　ベクターを導入した細胞株におけるhTERTの発
現はva”T－h　TER　7；DN－h　TER　T発現細胞共に外来性
hTERTの持続的な発現が確認できた（Fig，3）．テロメ
ラー陣幕【生は活性の強い順にa／T－h　TER　Tを発現さ
せたCW2細胞株，コントロールベクターを導入した
CW2細胞株，　Z）N－h　TER　Tを発現させたCW2細胞株
の順（Fig．4）であった．これはva”T－h　TER　Tを発現さ
せたCW2細胞株においては外来性のhTERTが発現
しその結果テロメラーゼ活性が著明に増加したと考
えられる．それに対しDN－h　TER　Tを発現させたCW2
細胞株においてはDN－h　TER　Tが発現しドミナントネ
ガティブ効果を発揮し内患性hTERTを抑制，外来性
hTERTはRTモチーフ29・30）の2カ所にアミノ酸置換
を受けているため逆転写がおこらず，細胞全体のテロ
メラーゼ活性が減少したと考えられる．DN－h　TER　T
の内庫性hTERTの抑制の機序が単純に競合的に働
き抑制しているのか，変異型p53のドミナントネガ
ティブ機序31）と同様に，内来性hTERTとヘテロ多量
体を作成するのか，どのような機序が働いているかは
現在不明であるが，hTERTが多量体を形成すること
は現在のところ否定的であり，hTERTが他の蛋白と
結合し働いていること32・33・34・35）はすでに確認されてい
ることより，外来性hTERTが競合的に内来性
hTERTに働きドミナントネガティブ効果を発揮して
いると予想される．また，myc遺伝子36・37）がhTERTの
プロモーター領域に結合してテロメラーゼ活性が上
昇することやエストロゲンによりhTERTの発現が
活性化されることが示されhTERT発現の調節機構
の解明にも興味がもたれるところである．
　ここでテロメラーゼ活性の増減が実際にテロメア
長に影響を及ぼしているかどうかであるが，DN－
hTER　Tを発現したCW2細胞株つまりテロメラーゼ
活性が低下した細胞株ではテロメア長は有意に短縮
し，研7巧7：ER　Tを発現したCW2細胞株つまりテロ
メラーゼ活性が増加した細胞株のテロメア長は延長
していた．つまりはテロメラーゼ活性の増減が実際の
テロメア長に相美的に働いているのが確認された．
　また，正常腸管粘膜のテロメア長38）は年齢とともに
短縮し10歳で12kb，70歳で9kb程度であり，一般的
に大腸癌のテロメア長は30％程度の頻度で短縮して
いる．今回使用した大腸癌細胞株CW2のオリジナル
のテロメア長は4．8kbと正常腸管粘膜と比較すると
短縮していたが，これは大腸癌細胞株CW2も現在考
えられている消化器癌の発生モデルと同様にまずな
んらかの遺伝子変異が起こり，growth　advantageを得
たクローンが発生し，分裂速度が増加しテロメア長が
短縮．さらにクローン性の選択を繰り返し分裂寿命
（M2　stage）に達し，テロメラーゼが活性化された細
胞，つまり不死化細胞のみが更に選択を受け増殖する
という過程をとったと考えられる．
　次に細胞株各々の細胞分裂とテロメア長との関係
をみると，DN－h　TER　Tを発現させたCW2細胞株は細
胞分裂の度にテロメアの短縮がおこっていることが
わかる．コントロールベクターを導入したCW2細胞
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株，rVT－h・TER・Tを発現させたCW2細胞株はPD　l　O
とPD25とでは特にテロメア長に変化を認めないが
（Fig．5），これはテロメラ一品の活性の持続がテロメア
長を延々と延長させるわけではないことを示してい
る．癌細胞などの不死化細胞はすでに遺伝子変異によ
り分裂速度が増加しているため，細胞分裂毎にテロメ
ア長が短縮しない程度のテロメア修復が起こってい
るためと考えられる．これは臨床の固形癌においても
テロメア長がある一定の長さで安定していることと
矛盾しない．またテロメラーゼ陽性不死化細胞におい
てはテロメア結合蛋白TRFlがテロメア2本鎖DNA
に結合してテロメラーゼによるテ点点ア伸長反応を
制御することでテロメア長を規定しているとの報
告39・40）もある．
　テロメラーゼ活性の阻害が細胞増殖にどのような
効果を及ぼすかは抗腫瘍治療としてテロメラーゼ阻
害を考えるには重要な項目である．
　コントロールベクターを導入したCW2細胞株及び
n／T－h7：ER・Tを発現させたCW2細胞株の成長動態は
同様の成長動態を示し観察期間の問増殖し続けた
（Fig．6）．対照的にテロメア長の短縮を認めた1）N－
hTER　Tを発現させたCW2細胞株はDN－h　7：ER　T発
現後，初期にはテロメラーゼを抑制していない細胞株
高と同様に細胞分裂をしていたがPD20より増殖速
度が低下しPD25には増殖は停止しそれ以後も変化
を認めなかった（Fig．6）．細胞増殖能はテロメアがあ
る時点まで短くなりはじめて細胞分裂能の限界に到
達し細胞分裂が停止する．つまり，テロメラーゼ抑制
の細胞増殖に対する効果は各々の細胞のテロメア長
により決定されることが示唆される．CW2細胞株に
おいてはDN－h　TER　Tを発現させたCW2細胞株の
PD25の時点のテロメア長がCW2の分裂寿命である
と考えられる．
　1）N－h7：ERTを発現したCW2細胞株はPD25のテ
ロメア長は2．8kbである（Fig．5）．一方正常細胞にお
いてはテロメア長は5kb位まで短縮すると増殖が停
止する機構が働くとされている．
　細胞の増殖停止の機構を考えると，増殖停止に関わ
る因子は癌細胞においてはすでに変異を起こし，増殖
の抑制が阻害されていることが考えられる．つまり，
正常細胞ではテロメア短縮により細胞増殖を停止す
る機構が働くが，癌細胞ではすでに増殖を停止する機
構が阻害されているため，正常細胞のテ相論ア長の限
界を超えてテロメアの短縮が起こっているのではな
いかと考えられる．限界を超えてテロメアが短縮する
と，最後にはテロメアDNAの消失によって染色体の
安定性が保てず細胞はM2期に到達し死滅する．つま
り，D7V－h・TE：R　Tを発現したCW2細胞株は増殖停止機i
構が働いて増殖が停止したのでなく，テロメラーゼ活
性の獲得により一度は乗り越えたM2期（crisis：M2：
motality　stage　2）に到達し増殖が停止したと考えられ
る．
　次にこれらの細胞株群を形態学的に観察すると，
PD25以降のDN－h　TER　Tを発現したCW2細胞株で
は明白な細胞死に付随して認める形態学的変化を認
めた．また，TERTを阻害することによりテロメラー
ゼ活性を抑制した細胞は高率でアポトーシスが誘導
されることが報告されている34）．そこで各々の細胞株
におけるアポトーシスの発現率を調べてみると，若干
DN－h　TER　Tを発現したCW2細胞株のアポトーシス
の発現率が，VVT－h・TER・Tを発現したCW2細胞株，及
びコントロールベクターを導入したCW2細胞株での
アポトーシスの発現率より高かったが有意な差は認
めなかった（Fig．7）．
　固形癌細胞は固形癌出現時の固形癌内部の環境因
子のため，アポトーシス耐性を示しやすいとされてい
る．固形癌内部では血管形成が十分ではなく，正常組
織ではみられない低酸素やグルコース飢餓状態を生
存するために，アポトーシス耐性を獲得した癌細胞が
増殖し固形癌を形成していく．そのため，そこから得
られた細胞株はアポトーシスを起こしにくいとされ
ている．
　しかし，低酸素等の要因のアポトーシス誘導はp53
の欠損や変異によって抑制されるとされているが，
hTERTの阻害によるアポトーシス誘導はp53欠損細
胞34）でも認められておりp53依存性のアポトーシス
経路35・41）以外にp53に依存しないアポトーシス誘導
経路も働いていると考えられている．
　これらのことより，今回我々が使用したCW2細胞
株においては，p53依存のアポトーシス誘導経路，及
びp53非依存性のアポトーシス誘導経路が共に抑制
されており，アポトーシスの発現率が低かったのでは
ないかと考えられる．
　TERTを阻害することによりテロメラ一軸活性を
抑制することは，大腸癌細胞の増殖を抑制し臨床の大
腸癌に対する抗腫瘍効果も期待できると考えられた．
テロメラーゼを阻害する方法としてアンチセンスオ
リゴヌクレオチド42・43），ハンマーヘッドリボザイム44），
（8）
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ヌクレオチド誘導体45）を使用する方法が報告されて
いるが，これらの方法はテロメラーゼ活性阻害を継続
して発現させるのが困難である．しかし，今回我々が
用いた方法はテロメラ一見阻害活性を継続して発現
でき，細胞増殖を著明に抑制し得た．しかし，このこ
とが直接的に抗腫瘍効果，つまり癌腫瘍のボリューム
の減少につながるわけではない．
　テロメラーゼ活性の抑制から細胞増殖抑制までに
は，テロメアが限界まで短縮するまでのタイムラグが
あり，1グラムサイズの癌組織のテロメラーゼ活性を
完全に阻害できたとしても，残存テロメア長によって
10回の分裂が許されれば，1キログラムまで大きくな
る可能性がある．臨床応用を考えると，たとえテロメ
ラーゼを完全に阻害でき癌細胞の分裂寿命が尽きて
死ぬとしても，癌細胞が増殖を停止するまでに腫瘍の
増大により人間の生命機能に影響を与えてしまって
は意味がない．
　しかし，原発巣に対しては，可能な限り外科手術，抗
癌剤，放射線その他の手法を併用して，残存癌細胞数
を減らし，残りの分裂可能回数を消費させることによ
り十分な効果が期待できると思われる．また，転移巣
に関しては，もともと少数の転移細胞から出発すると
考えられるので，仮に1個の転移細胞が1グラムサイ
ズまで成長するには，少なくとも30回の分裂を必要
とするため十分な効果が得られる可能性は高い．
　このようにテロメラーゼ阻害療法と他の療法を組
み合わせることにより，十分な効果が期待できる．ま
た，テロメラーゼ活性は多くの癌で認められるため大
腸癌のみにとどまらず多くの種類の癌において有効
な治療法と成り得る可能性がある．
　今後，数種の癌細胞株を用い，マイクロアレイ等を
併用してテロメラーゼの阻害におけるmRNAの動態
を検索することによるアポトーシス経路の解明など
も興味が持たれるところである．
結 語
　DN－h・TER・Tをレトロウイルスベクターを用いて大
腸癌細胞間に発現させ不死化細胞におけるテロメ
ラーゼ阻害の影響を生化学的，生理学的に検討した．
　WT－h　TER　T，　DN－h　TER　T共に細胞内での持続的発
現を認めた．DN－h　TER　Tの発現によりテロメラーゼ
活性の減弱とテロメア長の短縮が確認された．テロメ
ラーゼ阻害により細胞増殖の停止を認め，DN－h　TER　T
導入によるテロメラーゼ阻害は抗癌剤として有用と
成り得る可能性が見いだせた．しかしアポトーシスの
誘導は有意ではなく，テ一字ラーゼ阻害によるアポ
トーシス経路の更なる検討が必要と思われた．
　尚，本稿の一部は第59回日本癌学会総会　ミニシ
ンポジウム（テ一品ア，テロメラーゼの新展開）にお
いて発表した．
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Inhibition　of　telomerase　induces　reduction　of　telomere　length
　　　　　　　　　and　limits　growth　of　human　colon　cancer　cells
Shunichi　KAWASAKIi），　Tetsuzo　TAUCHI2），　Akihiro　NAKAJIMA2），
Motonobu　KATANOi），　Kazuma　OHYASHIKI2），　Takafumi　TABUCHIi）
　　　i）Fourth　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
2）First　Department　of　Internal　Mdedicine，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　（Director：　Profi　Takafumi　TABUCHI）
Abstract
　　Telomerase　activity　confers　cell　immortality　through　stabilization　of　the　chromosome．　ln　most　human　somatjc　cells，
telomerase　expression　is　repressed．　ln　contrast　most　human　tumors　express　telomerase．　Telomere　maintenance　is　essential　to
the　proliferation　of　tumor　cells．　Although　the　telomerase－inhibited　CW2　cells　did　not　exhibit　the　features　of　apoptosis，
ectopic　expression　of　DN－hTERT　resulted　in　complete　inhibition　of　telomerase　activity　and　reduction　of　telomere　length　in
CW2．　These　findings　overall　suggest　that　the　apoptosis　pathway　by　inhibition　of　telomerase　is　not　clear，　but　disruption　of
telomere　maintenance　limits　the　cellular　lifespan　in　human　colon　cancer　cells，　and　human　telomerase　reverse　transcriptase　is
an　important　target　f（）r　development　of　anti－neoplastic　therapies．
〈Key　words＞　Telomerase　Activity，　hTERT，　Colon　cancer
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